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ABSTRAK 
 
Produksi riboflavin melalui proses fermentasi terus meningkat disebabkan karena lebih murah biaya produksinya, 
limbah yang dihasilkan lebih sedikit, dan energi untuk produksi lebih rendah. Disamping itu, proses fermentasi 
juga menggunakan substrat dari sumber yang dapat diperbaharui. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi 
produksi riboflavin menggunakan ikan sebagai substrat. Proses fermentasi diamati pada 0-120 jam untuk 
memperoleh waktu optimal dan substrat optimal untuk produksi riboflavin. Riboflavin hasil fermentasi diuji 
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 445 nm. Hasil penelitian menunjukkan bahwa waktu 
optimal untuk produksi riboflavin adalah 72 jam. Glukosa sebagai sumber karbon optimal pada 10 g/L dengan 
jumlah riboflavin yang diperoleh sebesar 40,5 mg/L. Penggunaan ikan sebagai sumber karbon optimal pada 10 
g/L dengan jumlah riboflavin 24,8 mg/L. Penggunaan substrat campuran glukosa dan ikan sebagai sumber 
karbon optimal pada 10 g/L dengan jumlah riboflavin yang dihasilkan sebesar 51,2 mg/L.  
 
Kata kunci: Riboflavin, vitamin B2, Eremothecium gossypii, fermentasi 
 
ABSTRACT 
 
Riboflavin production through fermentation processes continues to increase due to the cheaper cost of 
production, less waste produced and energy to lower production. In addition, the fermentation process also uses 
substrate from renewable sources. This study aims to produce riboflavin using fish as a substrate.Fish that 
contain fatty acids and proteins are expected to be a source of carbon for the production of riboflavin by 
fermentation using Eremotheciumgossypii.The fermentation process was observed at 0-120 hours to obtain an 
optimal time and substrate for the production of riboflavin.Riboflavin was tested using a spectrophotometer at a 
wavelength of 445 nm.The results showed that the optimal time for the production of riboflavin was 72 
hours.Glucose as a carbon source, optimal at 10 g/L with a number of riboflavin obtained amounted to 40.5 
mg/L.The use of fish as a source of carbon, optimal at 10 g/L with the amount of riboflavin was 24.8 mg/L.The use 
of a mixture of glucose and fish as carbon sources, optimal at 10 g/L with the amount of riboflavin was 51.2 mg/L. 
 
Key words: Riboflavin, vitamin B2, Eremothecium gossypii, fermentation 
 
 
PENDAHULUAN 
 
Riboflavin atau lebih populer dengan 
sebutan vitamin B2 merupakan vitamin yang 
digunakan sebagai nutrisi, terapi dan juga 
sebagai pakan tambahan hewan ternak. 
Manusia yang  kekurangan vitamin ini akan 
mengalami kerontokan rambut, radang kulit,  
dan kegagalan pertumbuhan. Vitamin ini juga 
telah berhasil digunakan dalam perawatan 
penyakit migrain dan malaria (Shrikant 2006). 
Riboflavin juga dibutuhkan untuk metabolisme 
triptofan, suatu asam amino yang sangat 
penting bagi pertumbuhan di masa kanak-
kanak. Riboflavin memerankan peranan penting 
pada transfer elektron dan merupakan 
prekursor dari koenzim ﬂavin adenine 
dinucleotide (FAD) dan ﬂavin mononucleotide 
(FMN) yang sangat dibutuhkan untuk reaksi 
oksidasi-reduksi  enzimatis (Sybesma et.al. 
2004). 
Setiap tahun diperkirakan sekitar 3000 
ton  riboflavin diproduksi di seluruh dunia, 2500 
ton diproduksi melalui proses fermentasi (Choe 
et.al. 2005). Secara umum produksi riboflavin 
dapat dikategorikan menjadi tiga metode, yaitu 
sintesis secara kimia, proses fermentasi, dan 
melalui biotransformasi glukosa menjadi D-
ribosa yang merupakan gabungan proses 
fermentasi dan sintesis secara kimia. Studi 
lingkungan dan teknoekonomi  menunjukkan 
bahwa produksi riboflavin melalui proses 
fermentasi terus meningkat disebabkan karena 
lebih murah biaya produksinya, limbah yang 
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dihasilkan lebih sedikit, dan energi untuk 
produksi lebih rendah (Shrikant 2006). 
Beberapa studi telah membuktikan 
bahwa dua fungi dari class ascomycetes yaitu 
E. ashbyii dan E. (Ashbya) gossypii melalui 
proses fermentasi  dapat menghasilkan 
riboflavin lebih banyak daripada 
mikroorganisme lainnya seperti Saccharomyces 
cerevisiae, Candida famata, atau Bacillus 
subtilis (Kato et al. 2012; Suzuki et al. 2012). E. 
ashbyii dan E. (Ashbya) gossypii dengan 
mempergunakan molase dan glukosa sebagai 
sumber karbon dapat memproduksi riboflavin 
sebanyak 20 g/L, jumlah ini jauh lebih besar bila 
dibandingkan dengan Bacillus subtilis (0,1 g/L), 
Candida flareri (0,6 g/L) dan Candida 
guilliermondii (0,2 g/L) (Alosta 2007). Lebih 
menarik lagi, limbah Active Bleaching Earth 
(ABE), dari hasil pemucatan CPO (crude palm 
oil), dapat digunakan sebagai sumber karbon 
untuk produksi riboflavin secara fermentasi 
menggunakan Ashbya gossypii tanpa harus 
mentreatmen limbah ABE (Park et.al. 2006). 
Penggunaan minyak kedelai sebagai 
sumber karbon ternyata mampu meningkatkan 
produksi riboflavin 1,6 kali lipat bila 
dibandingkan dengan tanpa penggunaan 
minyak kedelai. Beberapa sumber karbon lain 
yang digunakan untuk produksi riboflavin yaitu 
minyak sayur, whey dan peanut seed cake (Lim 
et.al. 2003). Ikan yang mengandung asam 
lemak diharapkan dapat menjadi sumber karbon 
untuk produksi riboflavin secara fermentasi, 
mengingat E. (Ashbya) gossypii mampu 
memotong lipid (lemak) sebagai sumber karbon 
melalui alur asam lemak dan menyimpannya 
sebagai alur pembentukan riboflavin disamping 
pembentukan riboflavin melalui alur glukosa 
(Lim et.al. 2001).  Berdasarkan hal tersebut 
maka penelitian ini bertujuan untuk 
mengoptimasi produksi riboflavin (vitamin B2) 
dengan substrat  ikan tak layak konsumsi 
sebagai sumber karbon. Produksi riboflavin 
dilakukan secara fermentasi menggunakan E. 
gossypii.  
 
METODE PENELITIAN 
 
Mikroorganisme 
 E. gossypii (Ashby et Nowell) Kurtzman 
(ATCC 10895) di tumbuhkan pada medium 
potato dekstrosa agar (PDA). Sebanyak 19,53 
gr PDA dilarutkan dalam 500 mL aquabides 
steril untuk mendapatkan medium PDA, pH 
medium dibuat menjadi 6,8 sebelum di 
autoclave. Kemudian medium dituangkan 
kedalam 5 tabung gelas masing 4 mL, tabung 
gelas dan sisa medium dalam botol pereaksi di 
sterilkan pada autoclave temperatur 121°C, 103 
kPa selama 30 menit. E. gossypii ditumbuhkan 
pada medium, kemudian diinkubasi selama 5 
hari pada 37°C dan disimpan pada 4°C untuk 
dua bulan penggunaan. 
 
Komposisi Medium Produksi 
 Medium produksi dibuat terdiri dari 
peptone  5.0  g/L;  yeast  extract  5.0 g/L; malt 
extract 5.0 g/L; potassium hydrogen phosphate 
(K2HPO4) 0.2  g/L;  magnesium  sulphate  
(MgSO4.7H2O)  0.2  g/L (Ozbas  and Kutsal  
1986). Sebagai sumber karbon digunakan 
glukosa dengan konsentrasi 10.0 – 20.0  g/L. 
Secara simultan akan ditambahkan daging ikan 
sebanyak  10.0 - 20.0  g/L pada proses 
produksi. 
 
Optimasi Produksi Riboflavin 
 Penentuan kurva pertumbuhan terlebih 
dahulu dilakukan untuk mengamati pase mid-
log Eremothecium gossypii. Sebanyak 30 mL 
kultur Eremothecium gossypii diinokulasi 
kedalam 270 ml medium pada erlenmeyer 1 L. 
Sebagai sumber karbon digunakan glukosa, 
kemudian diinkubasi pada 30°C dalam 
inkubator yang dirotari pada 120 rpm. Sebanyak 
5 mL sampel dianalisa setiap 24 jam untuk 
memonitor biomassa.  
 Produksi riboflavin menggunakan 
medium pertumbuhan yang sama dengan 
ditambahkan glukosa dan daging ikan. Sebagai 
pembanding produksi riboflavin hanya 
menggunakan glukosa dan kemudian hanya 
menggunakan daging ikan. Biomassa akan di 
analisa setelah interval konstan pada 24 jam 
menggunakan gravimetri. 
 
Analisis Riboflavin 
Untuk menentukan konsentrasi 
riboflavin, 0.5 ml broth kultur dicampur dengan 
4.5 ml air suling dan disentrifugasi pada 1000 g 
selama 10 menit. Supernatan dipisahkan dan 
dicampur dengan 0.8 ml NaOH 1N dan 5 ml 
buffer phosphate 50 mM (pH 7.0) kemudian 
disentrifugasi pada 9000 g selama 5 menit. 
Supernatan dipisahkan, dan diuji menggunakan 
spektrofotometer pada panjang gelombang 445 
nm.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Kurva Pertumbuhan Eremothecium gossypii 
 Optimasi pertumbuhan Eremothecium 
gossypii yang dilakukan dengan biomassa awal 
sebanyak 0,06 g/L memiliki laju pertumbuhan 
(growth rate) maksimum sebesar 0,03 mg/L. 
Laju pertumbuhan dihitung berdasarkan 
rumusan: 
 
 
       ....................... (1) 
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μ merupakan laju pertumbuhan (growth rate), X 
merupakan biomassa pada waktu tertentu, Xo 
merupakanbiomassa awal dan t merupakan 
waktu penentuan biomassa. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Grafik pertumbuhan E. gossypii selama 120 jam. 
 
Grafik pertumbuhan (Gambar 1) 
memperlihatkan bahwa lag phase atau phase 
permulaan tidak terdapat pada kurva 
sebagaimana pada pola grafik pertumbuhan 
pada umumnya. Tidak adanya lag phase ini 
disebabkan karena tidak terjadinya adaptasi E. 
gossypii dengan medium, sehingga langsung 
terjadi proses tumbuh, mengingat medium yang 
digunakan merupakan medium khusus untuk 
pertumbuhan  E. gossypii. Phase stasioner 
berada pada 72 jam sampai 120 jam, waktu ini 
digunakan sebagai acuan untuk produksi 
riboflavin pada kisaran 3-5 hari. Dari data grafik 
pertumbuhan ini diketahui bahwa waktu 
pertengahan (mid-log phase) antara phase awal 
pertumbuhan sampai akhir phase log adalah 36 
jam. Waktu pertengahan ini digunakan sebagai 
acuan pembuatan inokulum yang dipergunakan 
untuk produksi riboflavin. Waktu pertengahan 
juga merupakan starter kultur dengan kondisi 
tumbuh terbaik, karena enzim-enzim yang 
berperan pada pertumbuhan telah memproduksi 
metabolit primer yang sangat dibutuhkan untuk 
tumbuh. 
 
 
Kurva Standar Riboflavin 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Kurva standar riboflavin dalam 0,02 M asam asetat dengan R
2
 0,9989 yang akan 
digunakan untuk menghitung konsentrasi riboflavin hasil fermentasi. 
 
Analisis riboflavin dilakukan secara 
spektrofotometer pada panjang gelombang 445 
nm, panjang gelombang ini diperoleh dari hasil 
scan riboflavin pada konsentrasi 50 mg/L. Kurva 
standar (Gambar 2) dibuat untuk mengukur 
konsentrasi riboflavin hasil fermentasi, dari 
perhitungan linearitas diperoleh nilai R
2
 sebesar 
0,9989 yang menandakan tingkat keakuratan 
 
Idrus / Majalah BIAM 13 (01) Juni (2017) 1-7 
4 
 
kurva sangat tinggi. Perhitungan nilai konsentrasi 
riboflavin dilakukan dengan rumus:  
 
      ................................. (2) 
Dengan y merupakan absorbansi riboflavin, m 
merupakan koefisien dari konsentrasi riboflavin 
sebesar 0,0394, x merupakan konsentrasi 
riboflavin dan c merupakan konstanta dengan 
nilai 0,0177. 
 
Gambar 3. Produksi riboflavin oleh E. gossypii menggunakan sumber karbon glukosa dengan  
konsentrasi berbeda. ◊ kontrol tanpa glukosa; □ glukosa 10 g/L; ∆ glukosa 20 g/L. 
 
 
Produksi Riboflavin Menggunakan Glukosa 
 Produksi riboflavin dengan sumber 
karbon glukosa dapat dilihat pada Gambar 3. 
Pada permulaan fermentasi terdapat sedikit 
konsentrasi riboflvin, hal ini dapat disebabkan 
karena inokulum yang digunakan berada pada 
phase mid-log sehingga ada E. gossypii yang 
telah menghasilkan metabolit sekunder.  
 Pada 24 jam waktu fermentasi tidak 
dijumpai adanya riboflavin, hal ini disebabkan 
karena riboflavin yang ada pada waktu 0 jam 
digunakan kembali oleh  E. gossypii untuk 
tumbuh. Pada 48 jam waktu fermentasi mulai 
dijumpai sedikit konsentrasi riboflavin. Waktu 
optimum produksi riboflavin dijumpai pada 72 
jam yang memiliki konsentrasi tertinggi 40,5 
mg/L dengan penggunaan glukosa 10 g/L, 
pengunaan glukosa 20 g/L hanya mencapai 32 
mg/L, dan kontrol tanpa glukosa tidak terlihat 
adanya riboflavin. Tingginya produksi riboflavin 
pada 10 g/L glukosa dari 20 g/L disebabkan 
karena pada 20 g/L substrat terlalu berlebih 
sehingga waktu untuk mencapai kondisi 
stasioner untuk memproduksi metabolit sekunder 
menjadi lebih panjang. Pada kontrol tanpa 
glukosa riboflavin yang diproduksi akan 
dipergunakan kembali untuk menjadi sumber 
karbon sehingga riboflavin tidak dijumpai. 
 Pada 96 jam dan 120 jam waktu 
fermentasi terlihat bahwa produksi riboflavin 
mulai menurun hal ini disebabkan karena 
riboflavin yang diproduksi mulai digunakan 
kembali oleh E. gossypii sebagai tambahan 
sumber karbon mengingat sumber karbon 
glukosa menipis seiring waktu fermentasi. 
 
Produksi Riboflavin Menggunakan Ikan 
 Produksi riboflavin dengan sumber 
karbon ikan pada awal fermentasi sampai 24 jam 
terlihat ada sejumlah kecil riboflavin dan tidak 
ada sama sekali (Gambar 4). Pada 48 jam 
terlihat produksi riboflavin kontrol tidak berbeda 
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dengan kontrol pada produksi riboflavin dengan 
glukosa sebagai sumber karbon. Perbedaan 
terlihat untuk jumlah ikan 10 g/L dan 20 g/L, 
produksi riboflavin jauh lebih kecil daripada 
menggunakan glukosa hal ini disebabkan karena 
adanya proses adaptasi untuk mengurai ikan 
menjadi sumber karbon. Proses penguraian ikan 
dapat terjadi karena E. gossypii memiliki enzim 
protease dan lipase yang digunakan untuk 
menguraikan protein dan lemak. 
 
Gambar 4. Produksi riboflavin oleh E. gossypii menggunakan sumber karbon ikandengan konsentrasi 
berbeda. ◊ kontrol tanpa ikan; □ ikan 10 g/L; ∆ ikan 20 g/L. 
 
Waktu optimum fermentasi berada pada 72 jam 
dengan jumlah riboflavin lebih besar pada 10 g/L 
ikan sebesar  24,8 mg/L, sedangkan pada 20 g/L 
ikan mencapai 18,6 mg/L. Pada 96 jam dan 120 
jam waktu fermentasi terlihat bahwa produksi 
riboflavin menjadi lebih sedikit hal ini disebabkan 
karena riboflavin hasil produksi digunakan 
kembali oleh E. gossypiisebagai tambahan 
sumber karbon mengingat sumber karbon ikan 
mulai  berkurang seiring waktu fermentasi. 
 
Produksi Riboflavin Menggunakan Glukosa 
dan Ikan 
 Penggunaan sumber karbon glukosa 
dan ikan bersama-sama ternyata menghasilkan 
riboflavin lebih banyak dari penggunaan glukosa 
maupun ikan secara terpisah. Seperti terlihat 
pada Gambar 5. waktu optimum berada pada 72 
jam waktu fermentasi dengan jumlah riboflavin 
yang diproduksi sebesar 51,2 mg/L untuk jumlah 
ikan yang ditambah sebesar 10 g/L. Hasil ini 
lebih besar dari hasil penambahan ikan pada 5 
g/L, 15 g/L dan 20 g/L. Hal ini disebabkan karena 
untuk mengurai ikan sebagai sumber karbon 
diperlukan enzim protease dan lipase yang tentu 
saja kerja enzim akan menjadi optimal pada 10 
g/L ikan.  
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Gambar 5. Produksi riboflavin oleh E. gossypii menggunakan sumber karbon glukosa 10 g/L dan ikan 
dengan konsentrasi berbeda. ◊ kontrol; □ ikan 5 g/L; ∆ ikan 10 g/L; x ikan 15 g/L; x ikan 
20g/L. 
 
Pada 96 jam dan 120 jam waktu fermentasi 
terlihat bahwa produksi riboflavin mulai menurun hal 
ini disebabkan karena riboflavin yang diproduksi 
mulai digunakan kembali oleh E. gossypii sebagai 
tambahan sumber karbon mengingat sumber karbon 
glukosa dan ikan menipis seiring waktu fermentasi. 
Bila ditinjau dari pathway pembentukan 
riboflavin oleh Eremothecium gossypii, terdapat dua 
jalur pembentukan riboflavin (Gambar 5), jalur 
pertama dari jalur glukosa yang akan diubah 
menjadi 3-phosphoglycerate (3PG) kemudian 
melalui pathway piruvat di mitokondria akan diubah 
menjadi guanin triphosphat (GTP) yang merupakan 
starter pembentukan riboflavin. Jalur kedua yaitu 
dari jalur trigliserida (lemak) yang oleh lipase akan 
diubah menjadi asam lemak, melaui sitoplasma 
lemak akan dibawa menuju peraxisome diubah 
menjadi malate dan kemudian menjadi guanin 
triphosphat. Dengan adanya dua jalur inilah produksi 
riboflavin dapat ditingkatkan dengan pencampuran 
substrat glukosa dan ikan, sehingga terlihat bahwa 
pada waktu optimal 72 jampenggunaan substrat  
glukosa dan ikan memproduksi riboflavin (51,2 
mg/L) lebih besar dari waktu optimal 72 jam  
 
 
Gambar 6. Model metabolisme produksi riboflavin 
menggunakan A.gossypii (Lim et.al. 2001) 
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dengan substrat glukosa (40,5 mg/L) maupun 
ikan (24,8 mg/L). Hal ini sesuai dengan hasil 
penelitian Lim et al (2001) yang menyatakan 
bahwa E. (Ashbya) gossypii mampu memotong 
lipid (lemak) sebagai sumber karbon melalui alur 
asam lemak dan menyimpannya sebagai alur 
pembentukan riboflavin disamping pembentukan 
riboflavin melalui alur glukosa. 
 
KESIMPULAN  
 
 Penggunaan substrat ikan sebagai 
sumber karbon untuk produksi riboflavin dapat 
dilakukan melalui proses fermentasi 
menggunakan E. gossypii. Waktu optimal yang 
dibutuhkan untuk produksi riboflavin berada pada 
72 jam. Penggunaan substrat glukosa sebagai 
sumber karbon optimal pada 10 g/L dengan 
jumlah riboflavin yang diperoleh sebesar 40,5 
mg/L. Penggunaan ikan sebagai sumber karbon 
optimal pada 10 g/L dengan jumlah riboflavin 
24,8 mg/L. Penggunaan substrat campuran 
glukosa dan ikan sebagai sumber karbon optimal 
pada 10 g/L dengan jumlah riboflavin yang 
dihasilkan sebesar 51,2 mg/L. 
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